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個体発生においては、細胞は一つ一つ自己の居場所を
知っているが、それには転写因子と呼ばれる遺伝子発現の
スイッチのような役目を果たす遺伝子群の役割が大きい。
また、転写因子だけでは遺伝子発現がONにならないこと
も多く、その場合転写因子に結合し、タンパク質の構造を
変化させる転写共役因子（転写コファクター）が重要な役
目を果たしていることが知られる。本研究では、発生にお
ける遺伝子発現スイッチの時空間的なネットワークを解明
するために、マウス胚（E9.5,10.5,11.5）の３ステージ
を用い、このステージ間にダイナミックに形態が変化し分
化が進行する肢芽をモデルとして、転写制御因子群（転写
因子および転写コファクター）約1,600の網羅的なホールマ
ウント insituハイブリダイゼーション（Whole-mount
insituhybridization:WISH）をゲノムワイドに行ない、
肢芽におけるその発現を「極性（軸形成）」と「組織分化」
の２つの観点から分類化し（図１）、その発現様式をデータ
ベース化することを試みた。
極性に関しては、肢芽の前後 （anterior-posterior:
AP）軸に沿って特徴的な発現をしている未報告の因子を
複数個同定し、AP軸形成を担うことで知られているソ
ニック・ヘッジホッグ（Shh）遺伝子ノックアウトマウス、
およびShhに対してネガティブなフィードバックを起こす
ことで知られるGli3遺伝子の変異体Extratoe、また、
Shhの下流遺伝子でありBmpのアンタゴニストとしても
知られるGremlinノックアウトマウス等を用いて、その
目的の遺伝子の肢芽における特徴的な発現が変動するかを
調べた。さらに、BMP4タンパク質を染み込ませたビーズ
をマウス肢芽に移植し、短時間invitroで体幹ごと培養し
て、BMP4によって発現が抑制される遺伝子を同定した。
これら、遺伝子ノックアウトマウス解析、ビーズ移植実験
等を通じて有意に発現が変動した遺伝子を同定し、肢芽
AP軸形成における新規の遺伝子ネットワークを描いた。
また、この網羅的なWISHの中で、線虫のヘテロクロニッ
ク遺伝子Lin-28がマウスおよびニワトリの肢芽発生にお
いても興味深い発現をしていることに気づき、ニワトリに
おいてはそのホモログを同定した。
このLin-28のマウス肢芽における発現は特徴的で、
E9.5では前肢・後肢ともに発現があるが、E10.5では後肢だ
けに限定され、E11.5では前肢・後肢ともに発現が無くなる
というものであった（図２,３）。ニワトリでも同様に発生
の進行に従ってこの遺伝子の発現は体幹および肢芽から
徐々にダウンレギュレートされた。マウスとニワトリの
Lin-28のアミノ酸配列を比較したところ、約80％の高い相
同性が確認された。また、２つのCCHCレトロウイルス型
ジンクフィンガーモチーフ、さらにRNA結合性のCold
shockdomainはマウスから線虫まで高度に保存されてい
た。
この興味深い発現の推移をみせるLin-28は、特にマウス
E10.5においては後肢特異的とも思える発現様式を示した
が、他の前肢・後肢特異的な遺伝子（Tbx5（前肢），Tbx4,
Pitx1,Hoxc10（後肢）など）のこの３ステージ間におけ
る発現と比較すると（Tbx5は前肢だけ、他は後肢だけ）、
ダイナミックに変動していることが明らかであった（図３）。
肢芽の伸長は、外胚葉性頂堤 （ApicalEctodermal
Ridge:AER）と呼ばれる肢芽先端部の外胚葉性の肥厚し
た組織から分泌されるFGFシグナルやWntシグナルに
よって、側板中胚葉由来の細胞群が増殖することによって
進行する。Lin-28の肢芽における発現は、肢芽先端部の進
行帯（ProgressZone:PZ）とよばれる、未分化性を維持
されている間葉組織に極めて強いものであった（図２-b,
d’）。このPZにおけるLin-28の発現が発生の進行ととも
に消失することから、Lin-28は肢芽の後期分化段階よりも
むしろ、肢芽の伸長時など比較的早期の分化段階に重要な
因子である可能性が示唆された。
また、組織分化における発現に関しては、Pax3、
MyoD、Myogeninなど発生の進行に従って明瞭にその鍵
となる転写因子が変わって行くことが知られ、組織分化の
よいモデルとなっている筋発生に注目し、E11.5の肢芽の
筋形成領域に発現している転写因子群を44個同定した。そ
の中で、E11.5の肢芽の筋領域に特異的に発現している新
規のジンクフィンガー型転写因子をみつけた。この遺伝子
は、転写リプレッサーとして機能することが報告されてい
たが、筋発生に関しての報告は皆無で、共同研究によりそ
のKOマウスの表現型解析を行なったところ、予想に反し
てそのKOマウスの筋は低形成であった。このKOマウス
のE13.5の肢芽組織、およびC2C12筋芽細胞株を使った
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shRNAによる遺伝子ノックダウン、およびそのマイクロ
アレイ解析等を行ない、その標的遺伝子候補の絞り込みを
行なった。また、免疫沈降法によって、この新規のリプ
レッサー型転写因子がヒストン脱アセチル化酵素のひとつ
Hdac1や、DNAメチル化酵素Dnmt3aとタンパク質レベ
ルで複合体を形成していることを確認、その遺伝子抑制メ
カニズムにおいてこれら因子をリクルートしている可能性
が示唆された。また、KOマウスの組織における標的候補
の抗体を用いた免疫染色や、shRNA処理によってノック
ダウンさせたC2C12細胞のRNAを用いたRT-PCRを行な
うことによって、その標的遺伝子候補の特定を試みた。
本研究によって、（1）肢芽のAP軸形成に関わる新規の遺
伝子およびそのネットワーク、（2）前肢・後肢間で発現が
変動する線虫のヘテロクロニック遺伝子Lin-28のホモロ
グ、（3）肢芽の筋分化に関与する新規のジンクフィンガー
型転写抑制因子、が同定され、肢芽形成における新規の
ネットワークが明らかになった。
これらの知見は、他の組織分化にも共通のする遺伝子発
現カスケードを包含するものであると予想しており、この
WISHデータベースは広く世界中の研究者に利用されるこ
とを期待している。
図１ 四肢の部位の分類
E9.5に関しては５領域、E10.5に関しては６領域、E11.5に
関してはさらに筋、軟骨組織を追加し10領域として、各々
の遺伝子によるWISHの後、発現パターンの分類を行なっ
た。数字は各ステージ、各領域に発現していた遺伝子数を
示す。
図３ 前肢・後肢特異的な転写因子とLin-28の発現の比較
（A）Tbx5はE9.5,10.5,11.5いずれも前肢のみに発現す
る。（B）Tbx4、（C）Pitx1、（D）Hoxc10は後肢のみに
発現する。（E）Lin-28はE9.5では前肢/後肢で、E10.5で
は後肢のみで発現が見られ、E11.5では前肢/後肢いずれに
も発現が観察されない。図中の＊は肢芽における発現を示
す。右側は各々の遺伝子の前肢/後肢の発現の模式図。
Bar=500μm.
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図２ マウスLin-28のWISHによる発現解析
Bar=200μm（b',d'）、1mm（a,a',b,c,d,e,f,g,h）。
略 号：FL,forelimb;HL,hindlimb;ot,oticvesicle;di,
diencephalon;mes,mesencephalon;met,
metencephalon;bra,branchialarch;DRG,dorsal
rootganglia;nt,neuraltube;AER,apcalectodermal
ridge.
